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The Influence of Non-optimal Temperatures on Biological Properties 
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Wirusy zwierzęce namnażają się w zakresie temperatur zbliżonych do ciepłoty 
ciała ssaków. Temperatury wyższe (superoptymalne) lub niższe (infraoptymalne) 
działające podczas poszczególnych faz cyklu rozwojowego wirusa mają wpływ na 
właściwości biologiczne nowo powstających cząsteczek. Znaczna liczba badaczy stoi 
na stanowisku, że zmiany zachodzące w kodzie genetycznym wirusa są bezkierun- 
kowe, a podwyższona, względnie obniżona temperatura działa selekcyjnie i sprzyja 
rozmnażaniu się tych cząsteczek, które są bardziej przystosowane do aktualnego 
środowiska (5, 11). 

Wpływem zmienionym temperatur na rozwój wirusa (in vitro) interesowało się 
niewielu badaczy (1, 3, 6, 12). Teoretyczne rozważania nad wpływem temperatury 
na cykl rozwojowy wirusa opublikował Lwoff (11). Praktycznie, zmienioną tem- 
peraturę, najczęściej obniżoną, stosowano celem atenuacji wirusów, które następnie 
używano do szczepień. Sabin (16) zastosował obniżoną temperaturę do wyosobnie- 
nia niepatogennych poliowirusów. Inni badacze (1, 2, 3, 10, 12) wykazali, że pasa- 
żowanie wirusów w obniżonej temperaturze ma duży wpływ na szereg cech gene- 
tycznych wirusów, a szczególnie na zjadliwość wirusa, która ulega znacznemu 
obniżeniu. 

W naszej pracy przedstawiamy badania nad wpływem super- i infraoptymalnej 
temperatury zastosowanej podczas pasażowania wirusów: wirus ECHO 9, wirus 
ECHO 6 i wirus Coxackie B.. 


MATERIAŁ I METODYKA 


Do badania użyto szczepów prototypowych wirusa ECHO 9 (Hill) i ECHO 6 
(D'A mori), otrzymanych z Zakładu Wirusologii PZH, oraz szczepu wirusa Coxac- 
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kie B, (Schmitt) otrzymanego z National Institutes of Health, Bethesda, USA. 
Przed rozpoczęciem pasażowania populacje wirusa ujednolicono metodą trzykrotnych 
krańcowych rozcieńczeń. Tak otrzymaną populację wirusa nazwano szczepem wyj- 
$ciowym. 

Szczepy wyjściowe wymienionych wirusów pasazowano w pierwotnej hodowli 
komórek nerek małp Macacus rhesus (ECHO 9 i ECHO 6) i Cercopithecus aetiops 
(szczep Coxackie B,). Pasażowanie przeprowadzono równolegle w trzech temperatu- 
rach w 30+0,5, 36 + 0,5, 40 + 0,39. Pasaże wykonano przeciętnie co pięć dni. Z pro- 
bówki do probówki przenoszono od 1000 do 5000 TCID;, każdego szczepu. W ten 
sposób wykonano po 25 pasaży. W czasie pasażowania co 5—8 pasaży wykonywano 
odczyn neutralizacyjny z surowica homologiczną celem stwierdzenia obecności ba- 
danego wirusa. 

Po ukończeniu pasażowania otrzymano trzy odmiany każdego szczepu wyjścio- 
wego, to jest szczep pasażowany 25 razy w temp. 40%; szczep pasażowany 25 razy 
w 30? i — jako kontrola wpływu liczby pasaży na populacje — szczep pasażowany 
w 36°, Celem otrzymania jednorodnych populacji odmian szczepów poddano je 
ponownie trzykrotnemu przesianiu metodą krańcowych rozcieńczeń. Następnie każdy 
ze szczepów przebadano, czy wykazuje właściwości: charakterystyczne dla enterowi- 
rusów. Badano: 

1. Wrażliwość na działanie eteru wg metody opisanej przez Melnicka (14. 

2. Stabilizacje kationami na działanie temp. 50? przez godzinę, wg metody po- 

danej przez Melnicka (14). 
3. Oporność na działanie obniżonego pH wg metody opisanej przez Ketlera 
i współprac. (9). 

Otrzymane odmiany wirusów poddano badaniu na wzrost w różnych tempera- 
turach. Badano cechę rct, rctzy i rct;; . Do trzech probówek dodawano po 100 
TCID,, badanego szczepu i następnie umieszczano po jednej probówce w tempera- 
turze 30%, 36%, 40?. Po czterech dniach inkubacji oglądano i opisywano zmiany de- 
generacyjne w warstwie hodowli komórek oraz przeprowadzano mianowanie szczepu. 
Mianowanie wszystkich szczepów przeprowadzono metodą Reeda i Muencha. 

Celem zbadania wpływu temperatury superoptymalnej i infraoptymalnej na ce- 
chy patogenetyczne populacji wirusa, zakażono 24 godz. oseski myszek rasy Swiss. 
Myszkom wstrzykiwano domięśniowo lub domózgowo 0,01 ml wirusa. Miano wirusa 
wynosiło powyżej 105 TCID;, na ml. Myszki obserwowano przez 10 dni. Jako kon- 
troli użyto myszek niezakażonych lub wstrzykiwano myszkom analogiczne objętości 
płynu fizjologicznego. Dla kontroli namnażania się wirusów w mięśniach lub 
w mózgu osesków wykonywano reizolację wirusa w hodowlach komórek nerek małp. 

Do badania wirusa ECHO 9 i jego odmian użyto 225 osesków mysich. Do ba- 
dania wirusa Coxackie B, i jego odmian użyto 102 osesków mysich. 

Wirus ECHO 6 i jego odmiany nie działały patogennie na mysie oseski. Badano 
wrażliwość różnych linii komórek na zakażenie badanym szczepem. Użyto hodowli 
komórek nerek małp Cercopithecus aetiops, hodowle komórek tarczycy ludzkiej, któ- 
rej metodę otrzymywania opisano w innych pracach (7, 8), komórki linii Fl, komórki 
linii HeLa, które pasażowano wg metod opisanych przez Polną (15). 


WYNIKI BADAŃ 


Badania właściwości fizyko-chemicznych wykazały, że szczepy należą 
do enterowirusów, tzn. oporne są na działanie eteru, stabilizują się ka- 
tionami w 50? przez 1 godzinę, oporne są na działanie pH 3,0. Wzrost 
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poszezególnych szezepów w odpowiednich temperaturach przedstawiono 
na tab. 1. 


Tab. 1. Wzrost poszczególnych szczepów w różnych 
temperaturach 
Growth of several strains at different temperature 


Temperatura 
30* 36 | 4v 


Nazwa szczepu 


| 
ECHO 9 — wyjściowy + + + 
ECHO 9 — 25/36 + + + 
ECHO 9 — 25/40 = + + 
ECHO 9 — 25/30 + + sj 
ECHO 6 — wyjściowy + + + 
ECHO 6 — 25/36 + + + 
ECHO 6 — 25/40 — + + 
ECHO 6 — 25/30 + PA O ESAE esp em on — 
Cox B, — wyjéciowy + + + 
Cox B, — 25/36 + + + 
Cox B, — 25/40 m + + 
Cox B, — 25/30 + + — 
Objaśnienia: 
+ — dobry wzrost szczepu (CPE +++, miano szczepu 
ok. 106,0), 
+ — słaby wzrost szczepu (CPE +, miano szczepu 
ok. 103.0), 
— — szczep nie rośnie (CPE —, miano szczepu 10°). 


Z tab. 1 wynika, że szczepy pasażowane w 40? posiadają cechę rctzo—, 
a szczepy pasażowane w 30° posiadają cechę rct4c—. 

Obserwacje zakażonych osesków mysich wskazywały, że szczep 
ECHO 9 i jego odmiana „goraca” na 4—5 dzień od zakażenia powodowały 
zmniejszoną aktywność ruchową, zasinienie i pomarszczenie skóry i nie- 
dowłady. Oseski te oznaczono jako chore. Na 5—6 dzień od zakażenia 
występowały wiotkie porażenia stopy prawej lub lewej, czasem porażenia 
wiotkie mięśni lędźwi i pośladków. Niektóre oseski padały w czasie 4—7 
dnia od zakażenia. Z narządów wewnętrznych tych osesków reizolowano 
wirusa ECHO 9 lub jego odmianę „goraca”. Na szczególne podkreślenie 
zasługuje to, że mutant „zimny” nie wywołał dostrzegalnych objawów 
chorobowych u zakażonych osesków. Wirusa nie udało się reizolować od 
zakażonych osesków. l 

Mechanizm patogennego działania wirusa Coxackie Bę był odmienny 
niż wirus ECHO 9. W 2—3 dni od zakażenia wszystkie oseski chorowały 
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wykazując najczęściej objawy porażeń spastycznych kończyn tylnych. 
Wszystkie oseski padały 3—4 dzień od zakażenia. Z narządów wewnętrz- 
nych udawało się stale reizolować wirus. Mutanta ,,goracego" nie badano. 
Na szczególne podkreślenie zasługuje fakt, że oseski mysie zakażone 
mutantem „zimnym” nie wykazywały uchwytnych objawów chorobo- 
wych. 

Szczep wirusa ECHO 6 oraz jego odmiany nie działają patogennie na 
mysie oseski i inne zwierzęta doświadczalne, dlatego nie można było 
przeprowadzić badań porównawczych. 


Na tab. 2 w sposób przeglądowy przedstawiono działanie szczepów 
na mysie oseski. 


Tab. 2. Patogenne działanie badanych szczepów 
na mysie oseski 
Pathogenic action of the examined strains on suckling mice 


Szczep Zachorowanie | Śmiertelność 
ECHO 9 — wyjściowy ae 3 + 
ECHO 9 — 25/36 + ote 
ECHO 9 — 25/40 + + 
ECHO 9 — 25/30 — == 
T T 
Cox B, — 25/36 5 + 


Cox Bs — 25/40 
Cox B, — 25/30 
ECHO 6 — wyjściowy 
ECHO 6 — 25/36 
ECHO 6 — 25/40 


Cox B, — wyjściowy 
ECHO 6 — 25/30 


Objaśnienia: 
+ — oseski chorowały i padały 
— — oseski nie chorowały i nie padały 
+ — część osesków padała 


Na tab. 3 w sposób skrócony przedstawiono wzrost szczepów na róż- 
nych liniach komórek. Szczepy wyjściowe i ich odmiany nie wykazywały 
różnic w działaniu na linię komórek. Na linii HeLa szczepy nie rosły. 
Wirus Coxackie Bg nie rósł na komórkach z tarczycy ludzkiej, bardzo 
słabo namnażał się na linii komórek Fl. Z tab. 3 wynika, że linie komór- 
kowe nie są przydatne do różnicowania odmian od szczepów wyjściowych. 
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Tab. 3. Wzrost wirusów na różnych liniach komórek 
Growth of viruses on different cell lines 


Hodowla komórek 


Wi | 
ns nerek malp tarczycy | Fl | HeLa 
ludzkiej | | 
ECHO 9 4 | 2 | rg m 
ECHO 6 + | + | + — 
Cox B, + i — | + — 
Objaśnienia: 


— — szczep nie rośnie 
-+ — szczep rośnie 
+ — szczep rośnie słabo 


OMÓWIENIE WYNIKÓW BADAŃ 


Działaniem podwyższonej i obniżonej temperatury na właściwości biologiczne 
wirusów interesowało się szereg badaczy. Burnet (2) pierwszy wykazał, że wirus 
grypy typu A powoduje uszkodzenie i śmierć zarodków kurzych w 36%. Hodujac 
zakażone zarodki kurze w 39? nie stwierdził charakterystycznych zmian. Świadczyło 
to, że podwyższona temperatura hamowała namnażanie się wirusa typu A. Dubes 
i Chaplin (3) pierwsi stwierdzili, że cecha wzrostu w odpowiedniej temperaturze 
jest genetycznie związana z cechą zjadliwości wirusów poliomyelitis. Badania te 
zostały następnie rozszerzone przez Sabina i Lwoffa (11, 16). Okazało się, 
że szczepy dzikie poliowirusów rosną w temperaturze 40%, a szczepy atenuowane 
w tej temperaturze nie namnażają się. Boundreault i Pavilanis (1) wykazali, 
że szczepy grypy pasażowane w 41? uzjadliwiaja się; szczepy pasażowane w 29? 
wpływają na komórki gospodarza tak, że wytwarzają one większe ilości interferonu. 
Przy pomocy pasażowania szczepów grypy w temperaturze 28 i 329, Łozińska 
i współprac. (12) otrzymałi mutanty niezjadliwe dla myszy. Pasażując szczep kro- 
wianki w obniżonej temperaturze, Kirn i Braunwald (10) otrzymali mutanty 
pozbawione zjadliwości dla kurzych zarodków. Lwoff (11) badał wpływ pod- 
wyższonej i obniżonej temperatury na poszczególne fazy cyklu rozwojowego wirusa 
i doszedł on do wniosku, że zmiana cech wirusa może zależeć od zaburzeń syntezy 
wirusowej RNA — polimerazy. 


Z genetycznego punktu widzenia mutanty badanych szczepów mogły 
pojawiać się w naszych doświadczeniach na skutek działania warunków 
sprzyjających mutacji spontanicznej, działania mechanizmu populacyjnej 
selekcji oraz mechanizmu adaptacji fenotypowej. Za pomocą metody 
krańcowych rozcieńczeń, zastosowanej przy otrzymywaniu szczepu wyj- 
ściowego jak i po ukończeniu pasażowania każdej odmiany, staraliśmy się, 
by wykluczyć mechanizmy adaptacji fenotypowej i populacyjnej selekcji. 
Z praktycznego punktu widzenia rodzaj mechanizmu biologicznego ma 
drugorzędne znaczenie. Ważne jest, że za pomocą nieoptymalnych tem- 
peratur otrzymano mutanty badanych szczepów, które różnią się dwoma 
cechami genetycznymi od szczepu wyjściowego. Mutanty „zimne” nie 
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rozmnażają sie w temperaturze 40”, co upodobnia je do atenuowanych 
poliowirusów (3, 16). 

Można przyjąć, ze w czasie pasazowania badanych szczepów w jednej 
lub kilku cząsteczkach miała miejsce mutacja spontaniczna, a obniżona 
lub podwyższona temperatura była „biologicznym sitem”, które sprzyjało 
rozwojowi populacji o nowych cechach genetycznych. 

Badania nad patogennością wirusa ECHO 9 potwierdzają spostrze- 
żenia Eggersa i Sabina (4). W naszych badaniach szczep wyj- 
ściowy nie miał ustalonej patogenności. Nasilenie patogenności zależało 
od wielu nie zawsze uchwytnych czynników. Ocena patogennego działa- 
nia wyjściowego szczepu Coxackie Bg wskazuje, że jest on silnie pato- 
genny, mimo że posiada szereg cech biologicznych odróżniających go od 
pięciu pozostałych typów serologicznych Coxackie B (6). 

Z przedstawionej pracy wynika, że obniżona temperatura działa na 
populacje wirusa ECHO i Coxackie, podobnie jak na poliowirusy, wirusy 
grypy i inne (5, 12, 16). Miało miejsce zjawisko atenuacji szczepów. 


WNIOSKI 


1. Nieoptymalne temperatury (30°, 40°) stosowane podczas pasazo- 
wania powodują powstawanie mutantów o nowych cechach genetycznych. 

2. „Zimne” mutanty wirusa ECHO 9, ECHO 6 i Coxackie B, posia- 
dają cechę rctyp—, oraz są niepatogenne dla mysich osesków. 

3. Mutanty „gorące” 3 badanych wirusów posiadają cechę gene- 
tyczną rcets,—. 
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PE3IOME 


Illtammsı BupycoB ECHO 9 (Hill, ECHO 6 (D'Amori) u Coxackie Bg 
(Schmitt) naccaxxupoBann B rewnueparypax 40°, 30°, 36°. B kyuabrype 
KJIeTOK Mowek o6esbesnH Cercopithecus aetiops, Macacus rhesus npoBeJm 
no 25 naccazxeH. IlojryunJim 3 BapuaHTa UCXOAHOTO IHTAMMA — maccaxKi- 
POBAHHBIO IITaMMbl 25/30, 25/40, 25/36. 

NccnenoBanm TEHETMAECKKI Mpu3HaK TCÍ M MATOTEHHOCTb ANA MBILIAT- 
COCYHKOB. YCTAHOBJIEHO, YTO ,,XOJIOJĘHbIe” MYTAHTbI 0O6NANAI0T TeHeTMUEC- 
KMM IHDM3HAKOM TCt4,— M He ABJIAIOTCA IIATOTeHHBIM ANA MbIUIaT-COCYH- 
KOB; „TOpAUME” MYTAHTBI OÓJragaroT TeHeTMWecKMM TIPU3HAKOM TCt39—. 

ABTOpbI CHMTAIOT, YTO IIDUMEHEHME HEOITUMAJbHBIX TeMIepaTyp BO 
BpeMd Nacca>KMPOBAHKA TIPUBOAMT K BOSHMKHOBCHMIO HOBBIX MyTaHTOB 
BupycoB ECHO m Coxackie. 


SUMMARY 


Virus strains ECHO 9 (Hill), ECHO 6 (D'Amori), Coxackie Bg (Schmitt) 
were passaged at 40 , 30?, 36?. Twenty five passages were performed in 
Cercopithecus aetiops and Macacus rhesus kidney tissue culture. Three 
variations (25/30, 25/40, 25/36) of the prototypic strain were obtained. 

The ret genetic marked and the pathogenicity for suckling mice were 
determined. It was found that "cold" mutants possess the genetic marker 
rcty— and are not pathogenic for suckling mice: "hot" mutants possess 
the genetic marker rtcgę—. 

The authors are of the opinion that not-optimal temperatures during 
virus passages could be the cause of a generation of new ECHO and 
Coxackie varieties. 
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